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1 UVOD  
 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
V zadnjih letih je na voljo mnogo študij, ki poročajo o pojavu mikroplastičnih delcev v 
okolju (Browne in sod., 2011; Rillig in sod., 2012; Avio Giacomo in sod., 2014). Gre za 
delce premera pod 1 mm, ki nastanejo z razgradnjo večjih plastičnih delcev ali pa v okolje 
preidejo že v tako majhnih velikostih, kot na primer iz kozmetičnih produktov (Cole in 
sod., 2011). V večji meri ugotavljajo prisotnost mikroplastike predvsem v vodnih okoljih, 
pojavljanje v kopenskih okoljih pa ostaja še dokaj neraziskano. Velik del k onesnaževanju 
z mikroplastiko pripomore tudi pranje tekstila iz umetnih vlaken. Ta se preko odpadnega 
blata iz čistilnih naprav sproščajo v zemljo in zrak vsakodnevno in tako predstavljajo 
največji vir tekstilnih mikrovlaken (Hurley in Nizzetto, 2017). O učinkih tovrstne 
mikroplastike je znanje izrazito pomanjkljivo. Ena izmed redkih je novejša študija avtorjev 
Selonen in sod. (2019) v kateri so predstavili učinek mikrovlaken na kopenske rake 
enakonožce, ki imajo pomembno ekološko vlogo v kopenskem ekosistemu. Talni 
organizmi pa so lahko istočasno izpostavljeni več onesnažilom. Poleg mikroplastike se v 
zemlji znajdejo tudi raznovrstna fitofarmacevtska sredstva, ki so vnešena z namenom 
povečanja in izboljšanja pridelkov v kmetijstvu.  Predvsem je nejasno, kako na organizme 
vplivajo mešanice onesnaževal, npr. mikroplastike in pesticidov. Ker ima plastika veliko 
sposobnost adsorbcije organskih snovi (Hartmann in sod., 2019), obstaja verjetnost, da 
mikroplastika poveča, ali pa zmanjša učinek drugega onesnažila. V primeru da plastična 
mikrovlakna vežejo pesticide v zemlji, na ta način zmanjšajo koncentracijo pesticida v 
zemlji, kar bi  lahko pomenilo zmanjšano toksičnost. Po drugi strani pa lahko organizem s 
tem, ko zaužije mikrovlakna posredno vnese tudi več onesnažil, ki so že vezana na vlaknih. 
Ker so učinki kombinacije plastike in drugih onesnaževal v zemlji nepoznani, je ta 
tematika predstavljala osrednji problem naše raziskave. 
 
V ekotoksikoloških študijah se uporabljajo različnih modelni organizmi. Med kopenskimi 
testnimi organizmi je zelo široko uporabljan kopenski rak enakonožec vrste Porcellio 
scaber. Le ti imajo pomembno vlogo pri razgradnji rastlinskega materiala in bogatitvi 
rodovitnosti tal, zato so pogosto uporabljeni kot testni organizem za kopenske študije 
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ekotoksičnosti (Van Gestel in sod., 2018). Spremembe njihovega prehranjevanja in 
energetskih zalog so pokazatelji škodljivih učinkov ob izpostavljenosti različnim 
onesnažilom. Najpogosteje se pri odzivu na določeno kemikalijo spremljajo smrtnost, rast 
in reprodukcija ter prehranska aktivnost (Drobne 1997).  
 
1.2 NAMEN RAZISKOVANJA 
 
Glavni cilj je ugotoviti, kako sočasna izpostavitev plastičnih tekstilnih mikrovlaken in 
insekticida klorpirifos (CPF) vpliva na preživetje, prehranjevanje in rast ter encimsko 
aktivnost kopenskih rakov enakonožcev po 3-tedenski izpostavitvi. Predvsem želimo 
ugotoviti, ali bo učinek na rake večji, ko bodo le ti izpostavljeni kombinaciji obeh 
onesnažil.  
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 
H1: Pesticid klorpirifos (CPF) bo imel vpliv na prehranjevanje in smrtnost ter aktivnosti 
encimov acetilholinesteraza in glutation S-transferaza v kopenskih rakih. 
 
H2: Tekstilna mikrovlakna ne bodo imela vpliva na prehranjevanje in smrtnost kopenskih 
rakov enakonožcev.  
 
H3: Sočasna izpostavitev tekstilnih vlaken in CPF bo imela drugačen vpliv na kopenske 
rake kot ločena izpostavitev enemu ali drugemu onesnažilu. 
 
. 
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2 PREGLED OBJAV  
 
2.1 UVOD V PROBLEMATIKO ONESNAŽEVANJA S PLASTIKO 
 
Svet brez plastike se dandanes zdi nepredstavljiv. Proizvodnja plastike in organskih 
sintetičnih polimerov se je začela leta 1950, uporaba prve sintetične plastike, bakelita, pa 
se je začela v začetku 20. stoletja. Svetovno razširjena uporaba plastike se je začela po 2. 
svetovni vojni in posledično je prišlo do izjemno hitre rasti proizvodnje plastike, ki presega 
proizvodnjo vseh drugih umetnih materialov in je tako prešla izven okoljskega nadzora. 
 
Ocenjeno je, da je bilo do sedaj proizvedenih 8300 milijonov ton plastike. Od leta 2015 do 
leta 2017 je bilo na globalni ravni ustvarjenih približno 6300 ton odpadkov, od tega je bilo 
9 % recikliranih, 12 % sežganih in 79 % akumuliranih na odlagališčih in v naravnem 
okolju. Če se bo takšen trend proizvodnje in ravnanja z odpadki nadaljeval, naj bi do leta 
2050 na odlagališčih ali v naravnem okolju končalo približno 12.000 ton plastičnih 
odpadkov (Geyer in sod., 2017). Po podatkih združenja Plastics Europe (PlasticsEurope, 
2018) je svetovna produkcija plastike samo v letu 2017 dosegla 350 milijonov ton, od tega 
64.5 ton samo v Evropi. Največji delež plastike v Evropi predstavlja embalaža za pakiranje 
hrane in živil (3.7 %), na drugem mestu je uporaba v gradbeništvu (19.8 %), sledi 
avtomobilska industrija (10.1 %), električne in elektronske naprave (6.2 %), gospodinjstvo, 
kmetijstvo in drugo.  
 
Velika večina monomerov, ki se uporabljajo za izdelavo plastike, kot sta etilen in propilen, 
izvira iz fosilnih ogljikovodikov. Nobena od pogosteje uporabljenih plastik ni 
biorazgradljiva in  rezultat tega je kopičenje na odlagališčih ali v naravnem okolju. Edini 
način trajnega odstranjevanja plastičnih odpadkov je termična obdelava, in sicer 
izgorevanje ali piroliza. V večjih oceanih so samo v letu 2010 odkrili plastične naplavine s 
približno od 4 do 12 milijonov ton plastičnih odpadkov, ki so bili iz kopnega preneseni v 
morsko okolje. Tudi onesnaževanje sladkovodnih sistemov in kopenskih habitatov je vse 
večje, predvsem s sintetičnimi vlakni. Podatki o količini proizvedenih  sintetičnih vlaken v 
industriji niso na voljo in nanj do sedaj niso dajali poudarka. Domnevalo se je, da se tekstil 
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in vlakna uničijo z sežiganjem, skupaj z ostalimi komunalnimi odpadki (Geyer in sod., 
2017). 
 
2.2 DEFINICIJA MIKROPLASTIKE 
 
Kljub neprestanem govoru o mikroplastiki v medijih in velikem številu znanstvenih objav, 
še vedno manjka soglasna definicija in kategorizacija plastičnih delcev. Najpogosteje se 
delce kategorizira glede na velikost, z uporabo predpon kot so mega-, makro-, mezo-, 
mikro- in nano-. Plastične delce pa je možno razvrstiti tudi glede na izvor, obliko in vrsto 
polimera. Pri kategorizaciji mikroplastike so bili velikokrat uporabljeni neskladni 
velikostni razredi, saj do sedaj ni bilo mednarodno opredeljeno, od katere velikosti naprej 
lahko delec obravnavamo kot mikroplastiko (Hartmann in sod., 2019). Doslej najbolj 
pogosto omenjena definicija je bila, da je mikroplastika plastičen delec velikosti < 5 mm 
(Thompson in sod., 2004).  
 
Ena izmed nedavno predlaganih in v znanstvenih krogih dobro sprejetih kategorizacij pa je 
sledeč predlog (Hartmann in sod., 2019): 
Nanoplastika: 1 < 1000 nm 
Mikroplastika: 1 < 1000 µm 
Mezoplastika: 1< 10 mm 
Makroplastika: 1 cm in več 
 
Zgoraj navedeni velikostni razredi se nanašajo na največjo dimenzijo delca, kar je v 
primeru sferičnih delcev enostavno. Postavi pa se vprašanje, kako se kategorizirajo vlakna, 
ki so navadno v eni dimenziji zelo velika (dolga). V tem primeru Hartmann in sod. (2019) 
predlagajo, da se kot merilo upošteva premer vlakna. V praksi se sicer vlakna redko 
razvrščajo na mikro-, meso- in makro-vlakna, vendar pa v raziskavah avtorji natančno 
podajo njihove dimenzije.  
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2.3 VIRI MIKROPLASTIKE IN NJENA USODA NA KOPNEM 
 
Glavne vire mikroplastike, ki vstopajo v kopensko okolje, lahko razdelimo v štiri glavne 
kategorije, in sicer gospodinjstvo, kmetijstvo, industrijo in promet (slika 1). Blato iz 
čistilnih naprav se pogosto uporablja kot kmetijsko gnojilo. Na ta način se v Evropi 
reciklira skoraj polovica odpadnega blata. Študija Mahnon in sod., (2016) je pokazala, da 
je večina mikroplastike ujeta ravno v fazi trdnega blata, saj  koncentracije mikro in 
makroplastike v odpadnem blatu znašajo od 1500 do 24 000 delcev kg-1. Vir mikroplastike 
v kmetijstvu predstavljajo predvsem zastirne folije, ki se uporabljajo za povečanje pridelka 
in zmanjšanje škodljivcev. Posledica fragmentacije so plastični drobci, ki pristanejo in se 
kopičijo v zemlji, razgradijo pa se lahko tudi do nanoplastike. Industrija in promet v zrak 
sproščata majhne delce, ki z atmosferskim odlaganjem onesnažujejo tako okoliško kot tudi 
oddaljeno zemljo. Neposreden vir onesnaževanja v prometu so tudi delci, ki nastajajo pri 
obrabljanju avtomobilskih pnevmatik (Hurley in Nizzetto, 2017). 
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Slika 1: Glavni viri mikroplastike v talnem sistemu (Hurley in Nizzetto, 2017). 
 
 
Glede na izvir mikroplastiko ločimo na t.i. »primarno« in »sekundarno«. Primarna 
mikroplastika so delci, ki vstopajo v okolje neposredno s produkti, saj so vanj dodani 
namerno, npr. kot industrijski abrazivi ali kozmetični izdelki (Rilliig in sod., 2012). Slednji 
so predvsem izdelki za osebno nego, kot so pilingi za obraz in zobne paste. V pilingih se 
uporabljajo delci v velikosti 74 – 420 µm. V raziskavi Gouin in sod. (2015) je bilo 
ocenjeno, da mikroplastiko vsebuje  približno 6 % tekočih čistilnih sredstev, ki so na trgu v 
Evropski uniji, Švici in na Norveškem. Pomemben vir primarne plastike so tudi materiali, 
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ki se uporabljajo za izdelavo plastičnih izdelkov, to so plastični peleti ali kosmiči ter 
plastični prah. V okolje se lahko sprostijo že pri izgubi med prevozom ali z odtekanjem iz 
predelovalnih naprav kot posledica nepravilnega ravnanja. V okolju pristanejo tudi ostanki, 
ki nastajajo pri reciklaži plastike (Duis in Coors., 2016). 
 
Sekundarna mikroplastika nastaja zaradi okoljske degradacije večjih delcev na površini tal 
ali znotraj profila zemlje, kjer pod vplivom UV svetlobe postane material krhek in razpada. 
Sekundarna mikroplastika torej nastaja s fragmentacijo večjih plastičnih materialov. 
Pomemben vir sekundarne mikroplastike v okolju so že zgoraj omenjene folije za 
zastiranje plevela in zaščito kmetijskih kultur (Duis in Coors., 2016). K nastanku 
sekundarne mikroplastike lahko prispevajo tudi kopenski organizmi npr. deževniki, z 
drobljenjem krhkih plastičnih odpadkov, skakači ter pršice s strganjem in žvečenjem, kot 
tudi podzemni sesalci (slika 1) ( Rillig in sod., 2012).  
 
Velik delež mikroplastike predstavljajo sintetična tekstila mikrovlakna, ki so bila glavni 
predmet te raziskave. V nadaljevanju podrobneje predstavljamo njihove vire v okolju in 
doslej znane okoljske koncentracije.    
 
2.4 TEKSTILNA MIKROVLAKNA 
 
Sintetično vlakno je ime za material, ki je enakomerno vlaknasto in tanko (10 µm) skozi 
celotno dolžino, dolžina pa znaša med 20 µm in 5 mm (Cesa in sod., 2017; Cole in sod., 
2014). Približno dve tretjini vseh tekstilnih izdelkov je zdaj sintetičnih, kjer prevladujejo 
predvsem organski polimeri na osnovi nafte, kot so poliester, poliamid in akril. Plastična 
vlakna dimenzij pod 5 mm in nanovlakna manjša od 100 nm so bila identificirana v 
ekosistemih povsod po svetu in predstavljajo kar 35 % sekundarne mikroplastike v 
morskem okolju, velik del na obalnih obrežjih in v zemlji, ki je tretirana z blatom iz 
čistilnih naprav (Henry in sod., 2019). Leta 2013 je bilo na svetovni ravni proizvedenih kar 
54 milijona ton sintetičnih vlaken, od tega 44.6 milijonov ton poliesterskih vlaken (Duis in 
Coors, 2016). Velik delež mikroplastike predstavlja torej tudi sintetični tekstil. Za namen 
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tekstilnega blaga je bilo v letu 2016 porabljenih 65 milijonov ton plastike (The Fiber Year, 
2017; Henry in sod., 2019).  
 
Browne in sod. (2011) so opredelili število vlaken, ki se sprostijo pri pranju poliestrskih 
odej, poliesterskih jopic in majic v domačih pralnih strojih. Sprostilo naj bi se približno 
120 vlaken iz odeje in 300 vlaken iz flisa. Pri novejših raziskavah (Pirc in sod., 2016) so 
ocenili znatno večje število vlaken, ki se sprostijo v okolje. Pri 8-kratnem pranju jakne iz 
flisa in 4-kratnem pranju poliesterske odeje, se sprosti 4.5 mg vlaken na odejo in 6.5 mg 
vlaken na suknjič, kar znaša 70 mg vlaken na osebo letno. Za Slovenijo z dvema 
milijonoma prebivalcev to pomeni 144 kg sproščenih vlaken letno, če privzamemo, da je 
povprečna oseba lastnica več predmetov iz sintetičnih vlaken (športna oblačila, rokavice, 
kape…).  
 
Sintetična tekstilna vlakna se sproščajo tudi v zrak pri vsakdanji uporabi in pri sušenju s 
sušilcem. (Duis in Coors, 2016). Ko se vlakna znajdejo v okolju lahko dosežejo 
koncentracijo tudi do tisoč delcev na kubični meter in so tako razpoložljivi za zaužitev 
številnim vrstam (Cesa in sod., 2017). 
 
Poleg usedanja mikrovlaken iz zraka (Dris in sod., 2016), poliesterska vlakna, kot že 
omenjeno, vstopajo v okolje z gnojenjem, večinoma preko odpadnega blata, ki se 
kontaminira pri procesu čiščenja odpadnih voda (Habib et al., 1998; Zubris and Richards, 
2005; Dris, 2016). Po vstopu teh delcev v zemljo, pa se lahko v globlje predele prenašajo z 
bioturbacijo (Huerta Lwanga in sod., 2016). Gre za pomikanje materiala v slojih oz. 
predelavo zemlje ali sedimentov  kot posledica delovanja rastlin in živali. 
 
2.5 VPLIV MIKROPLASTIKE NA KOPENSKE ORGANIZME 
 
Mikroplastika  za organizme predstavlja velik problem predvsem iz dveh razlogov, in sicer 
delci so dovolj majhni, da jih lahko organizmi zaužijejo, kar omogoča prenos v prehransko 
verigo, prav tako pa lahko mikroplastika na svojo površino adsorbira onesnažila in jih v 
9 
Perc V. Vpliv plastičnih tekstilnih mikrovlaken na strupenost insekticida klorpirifos za kopenske rake enakonožce. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019 
 
 
 
organizmu sprosti (Hartmann in sod., 2019). Delci mikroplastike torej niso zgolj plastika, 
pač pa skupek onesnaževal, ki jih imenujemo mikroplastika (Rochman in sod., 2019). 
 
Z učinki mikroplastike na organizme se ukvarjajo številni raziskovalci. V mnogih študijah 
je bilo ugotovljeno, da izpostavljenost mikroplastiki negativno vpliva na gensko ekspresijo, 
preživetje in razmnoževanje, toksičnih učinkov na organizem niso zaznali (Horton in sod., 
2017). V kolikšni meri plastika škoduje organizmu je odvisno od vrste, oblike, velikosti in 
pripadajočega polimera (Rochman in sod., 2019). 
 
Podatkov o vplivu mikroplastike na kopenske organizme je trenutno malo. Pretežno se 
raziskovalci ukvarjajo predvsem z vplivom potencialne strupenosti mikroplastike na 
sladkovodne in morske organizme (Burns in Boxall, 2018). Talni organizmi vključujejo 
številne organizme, kot so gliste, skakači, talni sesalci itd. Glede na objavljeno literaturo je 
bila večina raziskav narejenih z deževniki, skakači, kopenski raki enakonožci in pršicami. 
Največ je  podatkov  o vplivu mikroplastike na deževnike. Ti so namreč eni pomembnejših 
organizmov v tleh, saj neposredno zaužijejo mikroplastiko, ustvarijo sekundarno 
mikroplastiko in jo z svojo dejavnostjo transportirajo skozi tla (He in sod., 2018). Poleg 
tega so pogost testni modelni organizem v ekotoksikologiji (OECD TG 207). Lwanga in 
sod. (2016) so deževnike (Lumbricus terrestris)  izpostavili polietilenskim mikrovlaknom 
(< 150 µm) za 60 dni. Ugotovili so, da je bila smrtnost pri višjih koncentracijah (28, 45, 60 
% w/w) višja kot pri nižji koncentraciji (7 % w/w) in kontroli. Pri višjih koncentracijah je 
bila zmanjšana tudi stopnja rasti. Prav tako so v drugi  študiji Lwanga in sod. (2017) 
dokazali, da deževniki (L. terrestris) premikajo mikroplastiko iz površine zemlje v  njihove 
rove in da je biogeni transport skozi zemljo vir onesnaženja za kopensko prehranjevalno 
verigo in podtalnico. Podobno so v študiji Rodriguez-Seijo in sod. (2017)  deževnike 
(Eisenia andrei) izpostavili različnim koncentracijam mikroplastike iz polietilena (250-
1000 µm) za obdobje 28 dni. Rezultati so pokazali mehanske poškodbe črevesja in imunski 
odziv, medtem ko  vpliva na preživetje, telesno maso in razmnoževanje tudi pri visokih 
koncentracijah niso zaznali. V nedavni študiji so Selonen in sod. (2019) proučevali vpliv 
poliesterskih vlaken na preživetje, reprodukcijo, prehranjevanje in spremembo biomase pri 
glavnih dekompozitorjih v zemlji, in sicer na enhitreje (Enchytraeus crypticus), skakače 
(Folsomia candida), pršice (Oppia nitens) in kopenke rake enakonožce (Porcellio scaber). 
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Rezultati so pokazali, da poliesterska vlakna ob kratki izpostavljenosti nimajo večjega 
vpliva na smrtnost in prehranjevanje talnih nevretenčarjev, so pa dokazali, da talni 
nevretenčarji vlakna zaužijejo in tako prenesejo v prehransko verigo.   
 
2.5.1 Vpliv mikroplastike na kopenske rake enakonožce 
 
Trenutni podatki o vplivu mikroplastike na kopenske rake enakonožce so zelo redki. Prav 
tako kot deževniki, tudi kopenski raki predstavljajo pomemben člen pri razgradnji 
rastlinskih odpadkov, zato so pogosto uporabljena testna vrsta pri ekotoksikoloških 
raziskavah (Jemec Kokalj in sod., 2018). Jemec Kokalj in sod. (2018) so kopenske rake 
enakonožce (Porcellio scaber) za 14 dni izpostavili polietilenski mikroplastiki (183 ± 93 
mm) iz plastične vrečke. Za razliko od omenjenih raziskav na deževnikih, so ugotovili, da 
mikroplastika ni imela vpliva na maso živali, stopnjo prehranjevanja in energetske rezerve 
v prebavni žlezi kopenskih rakov enakonožcev. So pa v študiji uporabili zelo nizke 
koncentracije mikroplastike. Podobno so v že zgoraj omenjeni raziskavi Sellonen in sod. 
(2019) preučevali vpliv poliesterskih vlaken različnih dolžin, kratkih (12 µm – 2.87 mm) in 
dolgih  (4 – 24 mm), pri različnih koncetracijah vlaken (0.02, 0.06, 0.17, 0.5 in 1.5 % 
w/w). Prisotnost poliesterskih vlaken ni pokazala statistično značilnih učinkov na 
preživetjestopnjo prehranjevanja in spremembo biomase v primerjavi s kontrolo. Pokazali 
se manjši trend pri energetskih rezervah in prehranjevalni aktivnost kopenskih rakov 
enakonožcev. Z naraščanjem koncentracij vlaken se je prehranska aktivnost zmanjšala, še 
posebej opazno je bilo to pri najvišji koncentraciji kratkih vlaken, saj je bila ta kar 34% 
nižja kot v kontroli. Prav tako se je pokazal rahel učinek na energetsko bogate molekule 
(proteini, lipidi in ogljikovi hidrati) pri obeh dolžinah vlaken. Število zaužitih kratkih 
vlaken je linerno naraščalo s koncentracijo vlaken v zemlji. Za bolj realen pogled o 
potencialni nevarnosti mikroplastike za kopenske rake enakonožce bi bilo potrebno 
opraviti ponovne študije, v kateri bi spremljali vnos in učinke še drugih vrst mikroplastike 
(Sellonen in sod., 2019). 
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2.6 KOMBINIRANI UČINKI MEŠANICE PLASTIKE IN KEMIKALIJ 
 
Zaradi hidrofobnosti mikroplastike in velikega razmerja med površino in volumnom se 
hidrofobna organska onesnaževala adsorbirajo na mikroplastiko (Duis in Coors, 2016). 
Sorbcijsko vedenje kemikalij na mikroplastiko je povezano s tipom plastike, barvo in 
kemijsko sestavo in velikostjo (Endo et al., 2005; Wang in sod. 2019). Zato mikroplastika 
velja za nosilce nevarnih spojin, kot so npr. težke kovine,  heksakloridni heksani, 
policiklični aromatski ogljikovodiki (PAH), poliklorirani bifenili (PCB) in polibromirani 
difenilni etri (PBDE) (Bayo in sod., 2016; Barnes DK in sod., 2009; Hidalgo-Ruz in sod., 
2019; Mato Y in sod., 2001; Napper in sod., 2015, Teuten in sod., 2009; Duis in Coors 
2016).  
 
Glede na to, da so lahko koncentracije onesnaževal na mikroplastiki mnogo višje kot v 
okoliški vodi in to mikroplastiko nato zaužijejo najrazličnejši organizmi, se predvideva, da 
mikroplastika povzroča povečan vnos onesnaževal v organizme, saj se v njih lahko 
desorbira (Duis Coors, 2016). Porazdelitev, motnje in medsebojno delovanje strupenih 
kemikalij v mikroplastiki in tistih, ki se nanjo absorbirajo so odvisni od zunanjih faktorjev, 
kot so pH, slanost in temperatura (Wang in sod., 2019). 
 
Več raziskav je pokazalo, da se na mikroplastiki adsorbirana onesnažila prenesejo v 
organizme, ki to plastiko zaužijejo. To so ugotovili Browne in sod. ( 2013), saj so v tkivih 
peščenih črvov (Arenicola marina), ki so bili 10 dni izpostavljeni PVC mikroplastiki,  
odkrili nonilfenol in fenatren, ki sta bila na njej adsorbirana (Browne in sod., 2013). Prav 
tako so v študiji Besseling in sod. (2019) peščene črve A. marina za 28 dni izpostavili 
kontaminiranemu sedimentu z nizkimi koncentracijami PCB in sedimentu z PCB-jem, 
katerem so dodali delce polistirena (PS). V prisotnosti PS delcev je bila koncentracija 
PCB-ja v peščenem črvu približno za 1 faktor višja kot v sedimentu onesnaženem s PCB-
jem brez mikroplastike. Zanimivo je, da je bila vsebnost PCB-ja v črvih pri višji 
koncentraciji PS delcev nižja kot pri nižji koncentraciji delcev PS. Avtorji so zaključili, da 
imajo mikrodelci PS omejen učinek na vnos PCB-ja v peščenega črva. Pri večjih 
koncentracijah mikroplastike se je stopnja prehranjevanja zmanjšala. Z višanjem 
koncentracije  mikroplastike  se je povečevala tudi izguba teže črvov (Duis and Coors, 
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2016). Pred desetimi leti so Teuten in sod. (2009) opisali adsorbcijo in kasnejše sproščanje 
fenantrena na treh tipih mikroplastike (PE, PP in PVC). Kasneje so tudi v študiji Bakir in 
sod. (2014) potrdili, da vloga črevesnih površinsko aktivnih snovi predstravlja pomemben 
učinek na povečanje desorpcijske stopnje onesnaževal, adsorbiranih na plastiko. Pogoji v 
črevesju, kot so pH in temperatura, so prav tako pomembni dejavniki, ki povečujejo 
desorbcijsko stopnjo in tako povečujejo razpoložljivost onesnaževal  organizmom 
(Triebskorn in sod., 2019). V zadnjih letih se je število podatkov v študijah o vplivu 
mikroplastike na organizme močno povečal. Še vedno pa primanjkuje kontroliranih 
laboratorijskih raziskav o prenosu onesnaževalcev v organizme preko delcev mikroplastike 
(Triebskorn in sod., 2019). 
 
2.7 MODELNA KEMIKALIJA KLORPIRIFOS  
 
CPF (O, O-dietil-O-3,5,6-triklor-2-piridil fosforotioat) je organofosfatni insekticid širokega 
spektra, ki se uporablja za zatiranje škodljivih žuželk predvsem v kmetijstvu. CPF so leta 
1965 prvič predstavili na tržišču in od takrat je postal drugi najbolj prodajanih 
organofosfatov (Deb in Das, 2013), slednje je bilo očitno še bolj izrazito po omejitvi 
uporabe organokloridov (Stanek in sod., 2006). CPF ima razpolovno dobo v zemlji 30 dni, 
v manj alkalnih tleh tudi do dva meseca. Kopiči se v različnih organizmih, tako vodnih kot 
kopenskih in ima nanje škodljiv učinek (Deb in Das, 2013). 
 
Organofosfati so največkrat akutno toksični predvsem za ne-tarčne organizme (Stanek in 
sod., 2006), saj okoli 90 % pesticida sploh ne doseže svojega ciljnega organizma, ampak 
druge organizme ali pa pristane v tleh ali v vodi (Wang in so., 2010). Znano je, da CPF 
inhibira delovanje AChE (Deb in Das, 2013), kar vodi do centralne in periferne 
respiratorne paralize in posledično do smrti (Flaskos, 2012). CPF spremeni tudi normalno 
celično signalizacijo  in s tem nevrološko funkcijo ter  njihovo interakcijo z mišičnimi 
receptorji (Nair in sod., 2002). Akutni simptomi se pojavijo, ko inhibicija aktivnosti AChE 
presega 70 procentov (Ecobichon, 2001; Flaskos, 2012).  
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V Sloveniji se na seznamu registriranih fitofarmacevtskih sredstev klorpirifos-metil 
pojavlja pod blagovnimi znamkami Daskor 440, Pyrinex M22 in Reldan 22EC. Uporablja 
se predvsem na trti, krompirju, oljni ogrščici, pšenici, ječmenu in ovsu za zatiranje listnih 
uši (Seznam registriranih fitofarmacevtskih sredstev na dan 12. 10. 2019, 2019). 
 
Izpiranje insekticida iz rastlin v tla škodljivo učinkuje predvsem na koristne talne 
organizme. V raziskavi Nair in sod. (2002) so ugotovili, da je CPF močno strupen za P.  
scaber namreč srednja letalna doza (LD50) v 24 urah je bila dosežena pri 27.54 ppm (27.54 
mg/kg), v 120 urah pa pri 2.00 ppm (2.00 mg/kg). Strupen vpliv je bil razviden že iz 
začetnega hitrega gibanja osebkov in nagnjenosti k združevanju. Sledilo je ovirano gibanje, 
obračanje na hrbet, upočasnjeno gibanje pereopodov in anten in nazadnje smrt.  
 
2.8 POSKUSNI ORGANIZEM KOPENSKI RAK ENAKONOŽEC  PORCELLIO 
SCABER 
 
Kopenski raki enakonožci so pomemben del nevretenčarske talne faune, ki sodeluje pri 
produkciji humusa. Med raki so edini podred taksona Oniscidea, ki naseljujejo kopensko 
okolje in so neodvisni od vodnega okolja (Zimmer, 2002). Hranijo se namreč z mrtvim 
organskim materialom, zato imajo pomembno vlogo pri procesu  razgradnje rastlinskega 
opada (Drobne, 1997). S tem povečujejo število bakterij v tleh ter povečujejo produkcijo 
CO2 v listnem opadu. Glede na velikost njihovega telesa sodijo med mezo in makrofauno. 
Posebna lastnost kopenskih rakov enakonožcev je preživetje na kopnem. Anatomija in 
fiziologija kopenskih rakov enakonožcev se razlikujeta od preostalih členonožcev.  V 
svojem okolju potrebujejo vlažnost, saj kljub prisotnim lipidom v kutikuli, ti ne preprečijo 
izhlapevanje vode, zato jih najpogosteje najdemo pod kamni, v spodnjih plasteh zemlje. 
Dihajo skozi pljuča, ki so na abdominalnih pleopodih. Kopensko življenje jim omogoča 
tudi struktura imenovana valilnik, ki zagotavlja dodatno zaščito za zarodke. Juvenilni 
osebki so razviti do te mere, da so sposobni živeti kopensko življenje. Zaradi teh 
anatomskih lastnosti se lahko vplivi insekticidov na kopenske rake zelo razlikujejo 
(Fischer in sod., 1997). 
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Najbolj razširjen med kopenskimi enakonožci je Porcellio scaber  (Latreille, 1804), 
poznan tudi kot navadni prašiček ali kletna mokrica, ki ga najdemo v gozdovih, vrtovih in 
kleteh po celotni zahodni in centralni Evropi (Hornung in sod., 1998).  Pogosto se 
uporabljajo kot testni organizmi, saj so vsesplošno razširjeni po Evropi in svetu, tako v 
naravnih, kot tudi antropogenih  okoljih, so enostavni za gojejenje in rokovanje v 
laboratorijskih pogojih, predvsem pa so bioakumulatorji kovin in imajo poznane odzive 
(biomarkerje) na povečane koncentracije onesnažil  (Hornung in sod., 1998). Prebavne 
žleze izopodov (hepatopankreas) so uporabljene kot ključni organ za oceno škodljivih 
učinkov akumulacije onesnažil. Žleze predstavljajo organ za shranjevanje in skladiščenje 
kemikalij in kovin, hkrati pa imajo pomembno vlogo pri  presnovi (Van Gestel in sod., 
2019). Odziv kopenskih izopodov na določeno koncentracijo kemikalije v hrani ali zemlji 
je lahko različen, vendar se kot toksikološke končne točke najpogosteje spremljajo 
smrtnost, rast in reprodukcija ter prehranska aktivnost (Drobne 1997). 
 
2.9 BIOMARKERJI  KOT POKAZATELJI UČINKA KEMIKALIJ 
 
Biomarkerji so opredeljeni kot celične, biokemijske, histološke, fiziološke in vedenjske 
spremembe, ki se pojavijo ob izpostavitni oziroma pri posledicah izpostavitve (učinku) 
enemu ali več onesnaževalom (Van Gestel in sod., 2018). Biomarkerji in zlasti encimska 
aktivnost, ki odraža informacije o vnosu, vzorcu biotransformacije in razstrupljanju, se 
spremlja  in ocenjuje pri učinkih kemičnega stresa na organizme (Cailleaud in sod.,  2007). 
Razviti so bili različni biomarkerji, ki se hitro in specifično odzovejo na določeno skupino 
kemikalij (Engenheiro in sod.,  2005). 
 
Delijo se na  biomarkerje izpostavljenosti in biomarkerje učinka. Biomarkerji učinka so 
tisti, ki so povezani z oslabitvijo zdravja in boleznimi, biomarkerji izpostavljenosti, pa so 
izmerjeni odzivi organizma, ki so posledica interakcije ksenobiotika s tarčno molekulo ali 
celico (Roberts in Oris, 2004; Drobne in sod., 2007). Med biomarkerje izpostavljenosti 
sodijo glutation S-transferaza (GST), skupna vsebnost proteinov (Drobne in sod., 2007) in 
aktivnost encima acetilholinesteraze (AChE), ki hkrati sodi tudi med biomarkerje učinka in 
je zato eden najpogosteje uporabljenih biomarkerjev v ekotoksikologiji. 
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2.9.1 Acetilholinesteraza (AChE)  
 
Encim acetilholinesteraza (AChE) je odgovoren za hidrolizo živčnega prenašalca 
acetilholina (ACh) v holinergični sinapsi, kar preprečuje neprekinjeno vzburjanje živca, ki 
je ključno  za normalno delovanje nevrotransmiterjev (Cailleaud in sod., 2007). 
Holinergični nevroni sintetizirajo in sproščajo acetilholin, ki deluje na dva tipa receptorjev, 
in sicer na muskarinske in nikotinske. Muskarinski, presinaptični receptorji so pomembni 
za uravnavanje sproščanja acetilholina, ki z vezavo nanje zavira nadaljnje sproščanje 
acetilholina, nikotinski pa povzročiijo vzburjenje postsinaptičnega nevrona (Jemec in 
Glavan, 2017). Spojine, ki se vežejo na mesto encima povzročijo kopičenje acetilholina v 
holinergični sinapsi in posledično pretirano stimulacijo muskarinskih in nikotinskih 
holinergičnih receptorjev v osrednjem in perifernem živčnem sistemu (Cailleaud in sod.,  
2007). 
 
2.9.2 Glutation S-transferaza (GST) 
 
Glutation S-transferaza (GST) je del skupine encimov, ki sodelujejo pri celičnem 
razstrupljanju ksenobiotikov in tudi strupenih celičnih produktov (Jemec in sod., 2008). 
GST so določeni kot biomarkerji, ki jih sprožijo različne naravne in sintetične spojine, kot 
so na primer organoklorne substance in organofosfati. Encimi GST katalizirajo konjugacijo 
glutationa (GSH) s spojinami z elektrofilno skupino (predvsem ksenobiotiki) in tvorijo 
manj strupenih ter več hidrofilnih molekul. Ta presnovna pot omogoča zaščito nukleofilne 
skupine in makromolekul, kot so nukleinske kisline in beljakovine (Cailleaud in sod.,  
2007). Pri živali izpostavljeni kemijskem stresu lahko pride tako do povečanja, kot tudi do 
zmanjšanja aktivnosti GST, kar je odvisno od časa , koncentracije in vrste kemikalije, 
kateri je organizem izpostavljen (Drobne in sod., 2008). V raziskavi so Drobne in sod. 
(2008) med drugim preučevali vpliv insekticida imidakloprida na aktivnost GST in skupno 
vsebnost proteinov. Ugotovili so, da se je skupna vsebnost proteinov pri juvenilnih osebkih 
hranjenih z 5 µg/g imidakloprida  povečala, aktivnost GST pa se je zmanjšala. Pri odraslih 
osebkih se je zmanjšala aktivnost GST šele pri 25 µg/g, na skupno vsebnost proteinov pa 
ni bilo učinka. 
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2.9.3  Prehranjevalno vedenje in energetske rezerve 
 
Pomembna biomarkerja sta tudi prehranjevalno vedenje in energetske rezerve organizma 
(Drobne in sod., 2008). Navadno pričakujemo, da zaradi vnosa kemikalije organizem 
preneha s hranjenjem, v določenih primerih pa se lahko prehranjevanje poveča, saj pride 
do fiziološke prilagoditve na močan stres, ali pa organizem želi kompenzirati izgubljeno 
energijo zaradi povečane detoksifikacije (Milivojević in sod., 2015). Posledično zaradi 
spremenjenega prehranjevanja lahko pričakujemo spremembe v energetsko bogatih 
molekulah. V primeru mikroplastike so nekatere študije poročale o vplivu na prebavni 
sistem, zato je smiselno pričakovati tudi vpliv na prehranjevanje (Besseling in sod., 2012; 
Wright in sod., 2013).  
 
V raziskavi Jemec Kokalj in sod. (2018) so preverjali učinek mikroplastike iz plastičnih 
vrečk in čistil za obraz na prehranjevanje in energetske rezerve rakov enakonožcev (P. 
scaber). Rezultati so pokazali, da nobena testirana plastika ni imela vpliva na 
prehranjevanje in energetske rezerve, saj se vsebnost lipidov, ogljikovih hidratov in 
beljakovin pri izpostavljenih kopenskih rakih enakonožcih ni statistično pomembno 
razlikovala od vsebnosti pri kontrolnih organizmih. Podobno tudi v raziskavi Sellonen in 
sod. (2019) niso dokazali značilnega učinka poliesterskih vlaken na prehranjevalno 
vedenje in energetske rezerve kopenskih rakov (P. scaber). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 KEMIKALIJE 
 
Kemikalije, ki smo jih uporabili v raziskavi za magistrsko nalogo so opisane v 
nadaljevanju. Za pripravo vseh raztopin smo uporabili ultra čisto vodo (Milli-Q). Uporabili 
smo naslednje kemikalije proizvajalca Sigma-Aldrich Co. (Darmstadt, Nemčija): aceton za 
pripravo raztopin CPF, absolutni alkohol pri analizi bimarkerjev AChE in GST, 
acetiltioholin klorid (ATCh-Cl), 0,1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB), L-glutation 
(reducirana oblika, GSH), 70 % etanol (EtOH) ter  goveji serumski albuminski standard 
(BSA) pri merjenju energetskih zalog, modelna kemikalija CPF (Chlorpyrifos, ≥ 98 % 
čistost) in vodikov peroksid H2O2 pri razklopu črevesja. BCA reagente za proteine A in B 
je proizvedel Pierce (Thermo Fisher Scientific, ZDA). Triton X-100 Surfactatnt, ki smo ga 
uporabili pri homogenizaciji in merjenju bimarkerjev je proizvedel Omnipur (Darmstadt, 
Nemčija). Pri meritvah AChE smo za barvilo uporabili Ellmanov reagent (raztopina 5,5-
ditiobis-2-nitrobenzoata in  natrijevega hidrogenkarbonata), osnovo pri pripravi vzorcev za 
meritve biomarkerjev je predstavljal 100 mM kalij fosfatni pufer (pH=7,0). Modelna 
kemikalijo je predstvljal klorpirifos (CPF) (Chlorpyrifos,  Sigma Aldrich ≥ 98 % čistost).  
 
3.2 TESTNA VLAKNA 
 
V poskusu smo kopenske rake izpostavili dvema različnima koncentracijama poliesterskih 
vlaken (dolžine 15-1288 µm in širine 23.5 ± 5.04 µm) (slika 2). Vlakna so bila pridobljena 
iz roza odeje (IKEA), z namenom, da so vlakna v zemlji bolje vidna. Vlakna smo iz odeje 
zmleli po postopku Selonen in sod. (2019). 
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3.3 GOJENJE IN IZBIRA TESTNIH ORGANIZMOV 
 
Uporabljeni testni organizmi so bili kopenski raki enakonožci, vrste (Porcellio scaber), ki 
so bili nabrani na območju Lukovice pri Domžalah. Živali smo gojili v vivariju, v 
plastičnih terarijih z zemljo, ki smo ji dodali liste leske (Corylus avellana), lubje, krompir in 
korenje. Terarij smo nato izpostavili konstantnim pogojem, v temo, pri  temperaturi 20 ± 1 
°C in visoki relativni vlažnosti, za katero smo poskrbeli z rednim škropljenjem. Pred 
poskusom je aklimatizacija živali na konstantnih pogojih potekala vsaj dva tedna.  
 
V celotno raziskavo smo vključili 765 vitalnih osebkov obeh spolov, ki smo jih predhodno 
preverili pod stereolupo, z namenom da izločimo samice z marzupiji, osebke tik pred ali 
b a 
Slika 2: Tekstilna poliesterska kratka vlakna, ki smo jih uporabili v poskusu, in sicer pred homogenizacijo (a),  
pod stereolupo (b) Leica MZ FLIII (Foto: A. Dolar, 2018) in pod vrstičnim elektronskim mikroskopom (SEM) 
(c, d) (Selonen in sod., 2019).  
c d 
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med levitvijo ter osebke z morebitnimi okužbami. Povprečna masa osebkov je znašala 39.6 
± 19 mg.   
 
3.4 NAČRT POSKUSA 
 
Raziskava temelji na dveh sklopih poskusov, v katerih smo kopenske rake enakonožce P. 
scaber izpostavili različnim onesnažilom. V prvem sklopu so bile živali izpostavljene 10 
dni, v drugem sklopu pa 3 tedne. Prvi sklop sta sestavljalala preliminarna poskusa 
strupenosti CPF, s pomočjo katerih smo na podlagi smrtnosti določili odmerke CPF, ki 
smo jih uporabili v nadaljnjih poskusih. Drugi sklop je bil sestavljen iz treh poskusov, in 
sicer iz poskusa strupenosti CPF brez vlaken, poskusa kombiniranega učinka CPF z nizko 
koncentracijo vlaken in poskusa kombiniranega učinka CPF in visoko koncentracijo 
vlaken. Pri vseh treh poskusih smo spremljali smrtnost, prehranjevanje in spremembo 
biomase. Po zaključku poskusa in sekciji živali smo merili aktivnost encima 
acetilholinesteraze, aktivnost encima glutation S-transferaze in kvantificirali število vlaken 
v črevesju. 
 
3.4.1 Preliminarni poskus strupenosti CPF 
 
Študij o učinku CPF na kopenske rake vrste P. scaber v zemlji do sedaj še ni, zato je bil 
naš prvi korak določitev koncentracij CPF, ki smo jih nato uporabili za testiranje v 
nadaljnjih poskusih. S preliminarnimi poskusi strupenosti CPF smo določili koncentracije, 
pri katerih je bila smrtnost kopenskih rakov 0 in 100 %. 
 
Preliminarni poskus strupenosti CPF smo nastavili dvakrat in obakrat spremljali le 
smrtnost osebkov. V prvem poskusu testiranja koncentracije (»range-finding«) smo 
nastavili kontrolo brez CPF v zemlji, v 7 poskusnih lončkih in tri koncentracije 10, 25 in 
50 mg/kg v 3 poskusnih lončkih. V vsak lonček smo dali 5 vitalnih živali. Na podlagi 
smrtnosti osebkov smo kasneje izvedli še drugi definitivni poskus testiranja koncentracij z 
nižjimi koncentracijami (0.5, 1.0, 2.0, 5.0 mg/kg) in kontrolo. Pri vsaki koncentraciji smo 
izpostavili 3 lončke, v vsakem je billo 5 živali.   
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3.4.2 Poskus kombiniranega učinka klorpirifosa in vlaken 
 
Postavitev poskusov smo izvajali istočasno, in sicer v mesecu aprilu, za obdobje 3 tednov. 
Po zaključku 3- tedenskega poskusnega obdobja smo vse živali za 2 dni prestavili na 
nekontaminirano zemljo (LUFA) s čisto hrano, za tem je sledila sekcija živali in v zadnjem 
koraku še merjenje izbranih biomarkerjev in kvantifikacija vlaken v črevesu. 
 
3.4.2.1 Poskus strupenosti CPF brez vlaken 
 
Poskus strupenosti CPF brez vlaken so sestavljale koncentracije, ki smo jih določili na 
podlagi drugega definitivnega poskusa testiranja koncentracij (0.3; 0.6; 0.9; 1.2; 3 in 6 
mg/kg), kontrola s čisto zemljo brez CPF in kontrola z acetonom. Za vsako koncentracijo 
CPF in kontrolo z acetonom smo pripravili  3 poskusne lončke, kontrolo s čisto zemljo pa 
v 7 poskusnih lončkih. V vsakem lončku je bilo 5 živali (slika 3).  
 
3.4.2.2 Poskus kombiniranega učinka CPF in vlaken  
 
Koncentracijo vlaken v poskusu smo izbrali na podlagi opravljene študije Selonen in sod. 
(2019),  kjer so kopenske rake izpostavili različnim koncentracijam mikrovlaken (0, 0.02, 
0.06, 0.17, 0.5 in 1.5 % w w-1 (suhe mase vlaken/suho maso zemlje, v nadaljevanju %)). 
Te koncentracije sicer niso imele statistično pomembnega vpliva na merjene odzive 
poskusnih organizmov, so  pa opazili statistično neznačilen trend povečane smrtnosti pri 
koncentraciji 0,5 % vlaken v zemlji. V nadaljnih poskusih smo torej izbrali koncentracije 
mikrovlaken, kjer učinka na odzive kopenskih rakov ni (0.05 %) in koncentracijo, kjer se 
pojavlja trend povečane smrtnosti (0.5 %). 
 
3.4.2.2.1 Poskus kombiniranega učinka CPF in nizke koncentracije vlaken (0,05  %) 
 
V poskusu kombiniranega učinka CPF in nizke koncentracije (0,05 %) vlaken smo 
uporabili 6 koncentracij CPF (0.3; 0.6; 0.9; 1.2; 3 in 6 mg/kg), 2 kontroli (kontrolo z 
zemljo in vlakni ter kontrolo z zemljo, acetonom in vlakni). Prav tako smo vsako 
koncentracijo izpostavili v 3 poskusnih lončkih, v vsakem je bilo 5 živali (slika 3). 
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3.4.2.2.2 Poskus kombiniranega učinka CPF in visoke koncentracije vlaken (0,5 %) 
 
Poskus kombiniranega učinka CPF in visoke koncentracije vlaken je bil nastavljen po 
enakem poskopku kot poskus z nizko koncentracijo vlaken,  le da je bila koncentracija 
vlaken v tem primeru višja (0.5 %) (slika 3). 
 
 
 
Slika 3: Shematski prikaz nastavitve poskusa. Koncentracije CPF so podane kot mg/kg, koncentracije vlaken 
v (% (w/w). V vsakem lončku je 5 živali. 
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3.5 PRINCIP IZVEDBE 3-TEDENSKEGA TESTA STRUPENOSTI S 
KOPENSKIMI RAKI ENAKONOŽCI 
 
3.5.1 Priprava koncentracij CPF 
 
Založno raztopino CPF smo pripravili tako, da smo zatehtali 1 g CPF v 10 ml acetona. 
Tako smo dobili založno raztopino, s koncentracijo 1 g/10 ml iz katere smo v nadaljevanju 
pripravili naslednje koncentracije: za preliminarni poskus: 10, 25, 50 mg/kg in kasneje še 
0.5, 1.0, 2.0 in 5.0 mg/kg ter za kombiniran poskus CPF z vlakni 0.3, 0.6, 0.9, 1.2, 3.0 in 
6.0 mg/kg.  
 
3.5.2 Priprava zemlje za preliminarna poskusa strupenosti CPF 
 
3.5.2.1 Prvi poskus testiranja koncentracije (»range-finding«) 
 
Zatehtali smo 180 g zemlje (LUFA 2.2, Speyer, Nemčija) in jo v sušilcu sušili na 105 °C, 
dokler ni bila popolnoma suha. Zemljo smo razdelili na 3 dele (60g) in v vsako petrijevko 
zatehtali 1/3 zemlje (LUFA) (20 g) in ji postopoma prilili raztopino CPF določene 
koncentracije. Tako smo zagotovili, da se je raztopina CPF popolnoma zmešala z zemljo 
(LUFA). Petrijevke smo tesno zaprli in pustili 24 ur v digestoriju. Po 24 urah smo 
petrijevke odprli, pustili da aceton izhlapi, dodali preostalo zemljo (LUFA) (do 60 g)  in 
dobro premešali. V zadnjem koraku priprave zemlje (LUFA) smo vsaki petrijevki dodali 
10. 2 ml destilirane vode in tako uravnali vlago na 40 % WHC.  
 
3.5.2.2 Drugi definitivni poskus testiranja koncentracij 
 
Postopek priprave zemlje pri drugem definitivnem poskusu testiranja koncentracij je 
potekal po podobnem postopku kot pri prvem poskusu testiranja koncentracij, le da smo 
pripravili zemljo za eno koncentracijo več.  
 
3.5.3 Priprava zemlje za poskus strupenosti CPF brez vlaken in kombiniran poskus 
CPF in vlaken  
 
Priprava zemlje za poskus CPF brez vlaken in kombiniran poskus CPF in vlaken (nizke in 
visoke koncentracije) je potekala po podobnem postopku kot pri preliminarnih poskusih. 
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Zatehtali smo 2.500 suhe zemlje (LUFA),  jo razdelili na 8 delov (kontrola, kontrola z 
acetonom + 6 koncentracij CPF).  V petrijevko smo zatehtali 1/10 zemlje (LUFA), dolili 
določeno koncentracijo raztopine CPF in petrijevko tesno zaprli. Po 24 urnem namakanju 
smo petrijevke odprli in pustili v digestoriju, da aceton izhlapi. Po dodatku vode za 40 % 
WHC smo zemljo (LUFA) razdelili na 3 dele.  Prvi del zemlje (LUFA), samo z dodano 
določeno koncentracijo raztopine CPF je predstavljal poskus CPF brez vlaken. V drugem 
delu zemlje smo vsakim 100g zemlje (LUFA) z določeno koncentracijo CPF dodali 0,025g 
kratkih in 0,025g dolgih vlaken, s čimer smo dobili nizko koncentracijo vlaken  0. 05 %. 
Enak postopek je sledil pri tretjem delu zemlje, kjer smo vsakim 100g zemlje (LUFA) z 
določeno koncentracijo CPF dodali 0,25 g kratkih in 0,25 g dolgih vlaken ter tako dobili 
visoko koncentracijo vlaken 0.5 %. Kontrolni lončki pri kombiniranem poskusu s CPF in 
vlakni so bili sestavljeni iz čiste zemlje in vlakni (0.05 % ter  0.5 %). 
 
3.5.4 Priprava poskusnega lončka 
 
Uporabili smo steklene poskusne lončke z volumnom 200 ml, s preluknjanimi pokrovčki. 
V vsak lonček smo zatehtali 20 g tretirane zemlje, dodali približno 100 mg lista navadne 
leske (Corylus avellana) in 5 živali, ki smo jih predhodno stehtali. Vsak lonček smo nato 
ustrezno označili in stehtali skupno maso lončka (lonček s pokrovom + list + živali). 
Celoten poskus je sestavljalo 150 poskusnih lončkov, hranili pa smo jih v komori v temi, 
na konstantni temperaturi (20 ± 2 °C).  
 
3.5.5 Spremljanje poskusa, vzorčenje 
 
Poskus smo spremljali v obdobju 3 tednov. Vsakodnevno, razen ob vikendih, smo 
spremljali smrtnost osebkov v vsakem lončku in mrtve osebke sproti izločevali, s čimer 
smo preprečili morebitne okužbe. Vlažnost zemlje smo preverjali vsak drugi dan ter po 
potrebi dodali ustrezen volumen vode do skupne mase lončka oziroma do 40 % WHC. Pri 
dodajanju vode smo se izogibali listom in živalim. Po koncu vsakega tedna smo iz 
poskusnih ločkov pobrali ostanke listov in jih zamenjali z novimi, posušenimi listi. Ob 
zaključku poskusa smo v vsakem lončku stehtali tudi skupno maso preživelih živali.  
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3.5.5.1 Sekcija živali  
 
Po zaključku poskusa, torej po dveh dneh izpostavitve živali na čisti zemlji, se je pričel 
postopek sekcije. Rakom enakonožcem smo s secirnimi škarjami odrezali zadek in s 
preparirno pinceto skozi zadek potegnili črevo, ki smo ga shranili v označeno  1.5 ml 
mikrocentrifugirko. V isto centrifugirko smo shranili črevesa vseh živali iz določene 
koncentracije. Preostanek vsake živali, tudi žlezo hepatopankreas, smo shranili v 1.5 ml 
centrifugirki. Tak postopek smo ponovili pri vsaki živali iz poskusa in nato vse 
centrfugirke (ločeno črevesa in preostanek živali) shranili v zamrzovalniku na -20 °C.  
 
3.6 MERJENJE BIOMARKERJEV 
 
3.6.1 Homogenizacija živali 
 
Centrifugirke z raki enakonožci brez črevesja smo odmrznili in jih med pripravo hranili na 
ledu. Živali smo prestavili v označene steklene epruvete za homogenizacijo, dodali 760 µL 
100 mM kalij fosfatnega pufra (pH= 7.0) in jih postavili na led. Homogenizacija vsakega 
vzorca je potekala s pomočjo homogenizerja (IKA T10 basic, ULTRA-TURRAX), 1 
minuto, pri srednji hitrosti. Pred, med in po vsaki homogenizaciji smo rezilo 
homogenizerja spirali s 70 % etanolom (EtOH) in destilirano vodo, da smo preprečili 
morebitne kontaminacije. Homogenate smo med postopkom hranili na ledu. Po končanem 
postopku smo vsebino prenesli v 1.5 ml centrifugirke, dodali 40 µL  10 % tritona in pustili 
inkubirati na ledu 30 minut. Homogenat smo nato centrifugirali 15 minut na 14 000 g, pri 4 
°C. Dobljeni supernatant smo prenesli v novo 1.5 ml centrifugirko in ta je služil kot osnova 
za vse nadaljnje meritve biomarkerjev. 
 
3.6.2 Količina proteinov 
 
Za določanje količine proteinov smo uporabili mikrotitrno ploščo s 96 vdolbinicami. V 
dveh paralelkah smo v vdolbinico nanesli 20 µl supernatanta določenega vzorca, 
pridobljenega v postopku homogenizacije in 180 µl mešanice BCA reagentov A in B v 
razmerju 50 : 1. Na mikrotitrno ploščo smo dodali še slepi vzorec, ki ga je sestavljal 
100mM kalij fosfatni pufer (pH= 7.0)  in 10 % Triton X-100, ter standarde BSA (2.0, 1.5, 
1.0, 0.75, 0.5, 0.25, 0.125 in 0 mg/ml ), ki smo jih pripravili z redčenjem 200 mg/ml 
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založne raztopine BSA z destilirano vodo. Sledilo je 30 minutno inkubiranje mikrotitrne 
plošče na 37 °C. Absorbanco smo pomerili na čitalcu BioTeck Cytation 3, Bad 
Friedrichshall, Nemčija), pri 562 nm.   
 
 
Slika 4:Primer rezultatov pri merjenju količine proteinov (Foto: V. Perc, 2019). 
 
3.6.3 Aktivnost acetilholinesteraze (AChE) 
 
Meritve aktivnost encima AChE smo pravili po preverjeni metodi Ellman in sod. (1961), ki 
so jo Jemec in sod. (2007) prilagodili za delo na mikrotitrnih ploščah s 96 vdolbinicami. V 
vsako vdolbinico smo v dveh paralelkah nanesli 50 µl 100 mM kalij fosfatnega pufra (pH= 
7.0), 50 µl vzorca in 100 µl mešanice Ellmanovega reagenta in substrata ACh-Cl (končna 
koncentracija substrata na plošči je bila 1 mM), ki smo ga dodali tik pred merjenjem na 
čitalcu, saj encim in substrat reagirata zelo hitro. Za slepi vzorec smo zopet namesto vzorca 
uporabili 50 µl mešanice 100 mM kalij fosfatnega pufra (pH= 7.0)  in 10 % Tritona X-100. 
Absorbanco smo merili 20 minut, pri valovni dolžini 405 nm, pri 25 °C, z mikročitalcem 
(BioTeck Cytation 3).  
 
Pri merjenju AChE se meri intenzivnost rumene barve, ki nastaja ko Ellmanov reagent 
ragira s tioholinom, pri čemer nastaja anion 5-tio-2-nitro-benzojske kisline, rumene barve. 
Tioholin nastaja ob razpadu acetilholina na acetat in tioholin (Ellman in sod., 1961). 
BSA 
standardi 
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3.6.4 Glutation S- transferaza (GST)   
 
Merjenje aktivnosti GST smo merili po metodi Habig in sod. (1974), prilagojeni za 
mikrotitrne plošče s 96 vdolbinicami (Jemec in sod. 2007). V vsako vdolbinico smo v dveh 
paralelkah nanesli 50 µl 100 mM kalij fosfatnega pufra, 50 µl vzorca (za slepi vzorec smo 
zopet uporabili 10 % triton X-100 in 100 mM kalij fosfatni pufer), 50 µl 4 mM CDNB in 
50 µl 4 mM GSH. Zaradi hitrosti reakcije smo po dodatku GSH takoj začeli z meritvami na 
čitalcu (BioTeck Cytation 3). 
 
Pri pripravi raztopine CDNB smo zatehtali 10 mg CDNB in ga raztopili v 1 ml absolutnega 
etanola (EtOH). Tako smo dobili 50 mM raztopino, iz katere smo 100 µl prenesli v 1150 µl 
100 mM kalij fosfatnega pufra, da smo dobili 4 mM raztopino CDBN. Raztopina je 
svetlobno občutljiva, zato smo jo zavili v aluminijasto folijo in jo postavili na led.  
 
Pri pripravi raztopine 4mM GSH smo najprej zatehtali 12,3 mg GSH ter ga raztopili v 1 ml 
100 mM kalij fosfatnega pufra. Dobili smo 40 mM raztopino iz katere smo pripravili 10 x 
redčitev, torej 100 µl 40 mM raztopine GSH smo zmešali z 900 µl 100 mM kalij 
fosfatnega pufra. 
 
3.6.5 Prehranjevanje in sprememba mase  
 
Podatke o prehranjevanju kopenskih rakov smo pridobili na podlagi tehtanja listov leske 
(Corylus avellana) pred vnosom v poskusni lonček in po odvzemu iz poskusnega lončka, 
enkrat tedensko. Ostanke listov smo shranili v petrijevke in jih sušili vsaj  24 ur. Posušene 
ostanke listov smo stehtali in na podlagi razlik v masah listov dobili podatek o 
prehranjevanju. Pri izračunih smo upoštevali dejansko preživetje živali, torej smo mrtve 
živali izločili iz izračuna. 
 
Podatke o spremembi biomase živali smo dobili tako, da smo stehtali svežo maso vseh 5 
živali pred vnosom v poskusni lonček in nato preostale živali po zaključku poskusa. Pri 
izračunih smo prav tako upoštevali smrtnost živali med poskusom. 
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3.6.6 Kvantifikacija vlaken v črevesju  
 
3.6.6.1  Razgradnja črevesja z vodikovim peroksidom (H2O2) in štetje vlaken 
 
Kvantifikacijo vlaken v črevesju smo opravili v kombiniranem poskusu s CPF-jem in 
vlakni. V 1.5 ml mikrocentrifugirko smo odpipetirali 100 µl 30 % vodikovega peroksida 
(H2O2), s preparirno iglo smo dodali  črevo raka iz posamezne koncentracije, ki smo ga 
narahlo, s pomočjo igle razrezali oziroma natrgali. Odprto mikrocentrifugirko s črevesjem 
in vodikovim peroksidom smo prestavili na stojala in v ogreti pečici na 80 °C sušili, dokler 
H2O2 ni v celoti evaporiral.  V nadaljevanju smo dodali 0.5 ml raztopine natrijevega 
klorida (NaCl = 250 g/l) in vzorec dobro premešali. Premešani vzorec smo prenesli na 
filter papir, pri čemer smo morali biti pozorni, da smo mikrocentifugirko in tips dobro 
sprali in se na ta način izognili izgubam vlaken. Filter papirje smo sušili 24 ur, nato pa je 
sledilo štetje mikrovlaken pod stereolupo. Postopek smo ponovili na 12 vzorcih iz vsake 
koncentracije.  
 
3.7 ANALIZA PODATKOV 
 
Podatke za smrtnost, prehranjevanje, spremembo mase in kvantifikacijo vlaken smo 
zbirali, obdelali in iz njih izrisali grafe v programu Excel 2010. V programu OriginPro 8 
smo izrisali grafe in podatke statistično obdelali pri kvantifikaciji biomarkerjev. Prav tako 
smo v tem programu statistično testirali vse podatke. Ker podatki niso bili normalno 
razporejeni, smo pri analizi uporabili neparametrični test. Kontrolne skupine smo 
primerjali s skupino določene koncentracije CPF ali kombinacijo CPF in vlaken s pomočjo 
Mann-Whitney testa. Stopnja značilnosti je bila 5- odstotna (p < 0.05) oziroma interval 
zaupanja je znašal 95 %.  
 
Pri kvantifikaciji količine proteinov smo na podlagi izmerjenih standardov izračunali 
enačbo umiritvene krivulje, ki nam je v nadaljevanju služila za izračun količine proteinov v 
vzorcu. Podatke o količini proteinov v vzorcu smo uporabili pri izračunu specifične 
aktivnosti encimov. 
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Pri aktivnosti AChE smo izračunali razliko v absorbanci v linearnem delu encimske 
kinetike. Na osnovi Beer-Lambertovega zakona smo  izračunali razliko v koncentraciji. Pri 
izračunu smo uporabili podatek o absorbanci, dolžini optične poti (0.6 cm) in ekstinkcijski 
koeficient substrata, anion 5-tio-2-nitro-benzojske kisline, ki pri valovni dolžini 412 nm 
znaša 13.600 cm-1M-1. Specifično aktivnost encima smo izrazili v nmol produkta na mg 
proteina v vzorcu na minuto. Aktivnost GST smo izračunali po podobnem postopku kot 
aktivnost AChE. Zopet smo izračunali razliko v absorbanci linearnega dela encimske 
aktivnosti. Po Beer-Lambertovem izračunali razliko v koncentraciji, pri čemer smo 
uporabili ekstinkcijski koeficient substrata dinitrofenil-tioetera, ki pri valovni dolžini 340 
nm znaša 9600 cm-1M-1. Specifično aktivnost encima smo zopet izrazili v nmol produkta 
na mg proteina v vzorcu na minuto. 
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4 REZULTATI 
  
V poglavju so predstavljeni rezultati, pridobljeni na podlagi 3- tedenskih poskusov, v 
katerih smo živali (P. scaber) izpostavili zemlji z različnimi koncentracijami CPF ter 
kombinaciji  različnih koncentracij CPF in vlaken. Prikazani so rezultati smrtnosti živali 
pri določeni izpostavitvi, prehranjevanje in sprememba v masi živali pred in po koncu 
poskusa ter encimska aktivnost acetilholinesteraze in glutation S- transferaze. Na koncu 
poglavja so prikazani še rezultati zadrževanja vlaken v črevesju po koncu izpostavitve.  
 
4.1 SMRTNOST 
 
V vseh poskusih smo vsak dan spremljali smrtnost živali v posameznem lončku. Glede na 
pridobljene podatke smo smrtnost preračunali kot razmerje med številom mrtvih in 
izpostavljenih živali pri določeni koncentraciji.  
 
Grafi prikazujejo povprečno vrednost smrtnosti (%) kontrole, posamezne koncentracije 
CPF in kombiniranega učinka CPF in vlaken po 3- tedenski izpostavitvi. 
 
4.1.1 Preliminarna poskusa strupenosti klorpirifosa 
 
4.1.1.1 Prvi poskus določanja testnega koncentracijskega območja (»range-finding«) za 
CPF 
 
Smrtnost pri pri najnižji koncentraciji 10 mg/kg CPF je bila 93.3 %, pri koncentraciji 25 in 
30 mg/kg pa 100 % (slika 5).  
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Slika 5: Smrtnost rakov v prvem preliminarnem poskusu testiranja koncentracij CPF. Število vseh 
izpostavljenih živali pri kontroli je 35, pri posameznih koncentracijah CPF pa 15 kar pomeni 5 oz. 3 testni 
lončki na izpostavitev. Živali so bile izpostavljene 10 dni, na zemlji Lufa (2.2). Prikazana je srednja vrednost 
in standardna napaka. 
 
4.1.1.2 Drugi definitivni poskus vpliva CPF na smrtnost 
 
Smrtnost pri najvišji koncentraciji definitivnega poskusa 5.0 mg/kg je bila 100 %, pri 
najnižji koncentraciji CPF (0.5 mg/kg) pa 6.6 %. Izračunana vrednost srednje letalne 
koncentracije (LC50) 3-tedenske izpostavitve znaša 1.5 mg/kg (slika 6).  
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Slika 6: Smrtnost rakov v drugem defenitivnem poskusu testiranja koncentracij CPF. Število izpostavljenih 
živali pri vsaki koncentraciji je bilo 15 (n = 3 lončki na izpostavitev). Živali so bile izpostavljene 10 dni, na 
zemlji Lufa (2.2.). Prikazana je srednja vrednost in standardna napaka.  
 
4.1.2 Poskus kombiniranega učinka klorpirifosa in vlaken 
 
Priporočena najvišja dovoljena smrtnost kopenskih rakov v  kontrolni skupini je 20 % 
(Hornung in sod., 1998). Zato smrtnost do 20 % ne smatramo kot posledica učinka 
onesnažila, nad to vrednostjo pa učinek definiramo kot značilen. Statistično značilno 
povečano smrtnost (Mann-Whitney test, p < 0.05) smo opazili pri koncentraciji 3.0 in 6.0 
mg/kg CPF, kjer je bila 100 % (slika 7).  
 
Statistično značilno povečanje smrtnosti (Mann-Whitney test, p < 0.05) v primerjavi s 
kontrolo smo določili tudi pri koncentracijah 3.0 in 6.0 mg/kg CPF tako v kombinaciji z 
nizko koncentracijo vlaken (0.05 %), kot tudi pri visoki koncentraciji vlaken (0.5 %). 
Opazili smo, da se je smrtnost rakov izpostavljenih 3 in 6 mg/kg CPF zmanjšala, če so bila 
prisotna vlakna, in sicer pri koncentraciji 3.0 mg/kg CPF se je smrtnost zmanjšala za 20 % 
pri koncentraciji 0.05 % vlaken, pri koncentraciji 0.5 % vlaken pa za 12 %. V primeru 
koncentracije 6 mg/kg CPF se je smrtnost zmanjašala za 8 % pri koncentraciji 0.05 % 
vlaken, pri koncentraciji 0.5 % vlaken pa za 16 %. Pri tej višji koncentraciji CPF je višja 
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koncentracija vlaken (0.5 %) statistično značilno zmanjšala (Mann-Whitney test, p < 0.05) 
smrtnost v primerjavi z nižjo koncentracijo (0.05 %).  
 
 
 
Slika 7: Primerjava smrtnosti (P. scaber) na koncu poskusov (po 3 tednih) med kontrolami in različnimi 
koncentracijami CPF (mg/kg) ter vlaken (g/100 g suhe zemlje Lufa 2.2.). Graf prikazuje odstotek povprečne 
vrednosti in standardne napake smrtnosti v 5 lončkih za določeno koncentracijo CPF in vlaken (število 
izpostavljenih živali je 25) ter kontrolo pri CPF v 7 lončkih (število izpostavljenih živali je 35). Zvezdice (*) 
prikazujejo statistično značilne razlike s pripadajočo kontrolo (Mann-Whitney test, p < 0.05), različne črke 
prikazujejo statistično značilne razlike znotraj določene koncentracije  (Mann-Whitney test, p < 0.05). 
 
4.2 PREHRANJEVANJE  IN SPREMEMBA MASE 
 
4.2.1 Prehranjevanje 
 
Na podlagi prehranjevanja rakov (P. scaber) z listi navadne leske (Coryllus avelana) smo 
izračunali prehranjevanje v obdobju 3 tednov pri različnih koncentracijah CPF in v 
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kombiniranem poskusu s CPF in nizko (0.05 %) ter visoko (0.5 %) koncentracijo vlaken. 
Statistično značilna razlika  (Mann-Whitney test, p < 0.05) v primerjavi s kontrolo se je 
pokazala le pri kombiniranem poskusu CPF z visoko koncentracijo vlaken (0.5 %), in sicer 
pri koncentraciji CPF 3 mg/kg. Podatka za koncentracijo 6 mg/kg nimamo, saj je bila 
smrtnost živali previsoka. Pri koncentraciji 1.2 mg/kg CPF smo opazili statistično značilno 
povečanje (Mann-Whitney test, p < 0.05) prehranjevanja ob prisotnosti višje koncentracije 
vlaken. Prav tako se je statistično  značilno (p < 0.05) povečalo prehranjevanje tudi pri 
koncentraciji 3.0 mg/kg  in visoki koncentraciji vlaken (0.5 %) (slika 8).  
 
 
 
Slika 8: Skupna količina zaužite hrane  v treh tednih pri kontroli in različnih koncentracijah CPF z in brez 
vlaken (mg/kg) v zemlji. Zvezdica (*) prikazuje statistično značilno razliko s pripadajočo kontrolo (Mann-
Whitney test, p < 0.05), različne črke prikazujejo statistično značilne razlike znotraj določene koncentracije  
(Mann-Whitney test, p < 0.05). 
 
4.2.2 Sprememba mase živali 
 
Spremembo mase smo izračunali na podlagi razlike v masi živali pred in po poskusu (mg), 
pri čemer smo upoštevali smrtnost osebkov. Rezultati v primerjavi s kontrolo niso pokazali 
statistično značilnih razlik v spremembi mase (Mann-Whitney test, p < 0.05). Statistično 
neznačilen trend povečanja je viden pri najvišji koncentraciji CPF 3.0 mg/kg, tako v 
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poskusu brez vlaken (slika 9a), kot tudi v kombiniranem poskusu z nizko (0.05 %) in 
visoko koncentracijo vlaken (0.5 %) (slika 9b, 9c). 
 
 
 
 
 
Slika 9: Prikaz povprečne spremembe mase (mg/žival) živali v lončkih kontrole, kontrole z acetonom in 
določene koncentracije CPF (a), CPF in nizke koncentracije vlaken (0.05 %) (b) ter CPF in visoke 
koncentracije vlaken (0.5 %) (c). Rdeča črtica predstavlja povprečno vrednost v spremembi mase (mg/žival)  
posamezne izpostavitve. 
a 
b 
c 
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4.3 AKTIVNOST ACETILHOLINESTERAZE 
 
 
Aktivnost AChE se je statistično značilno zmanjšala (Mann-Whitney test, p < 0.05) pri 
koncentraciji 1.2 in 3.0 mg/kg CPF v poskusu strupenosti CPF  brez vlaken. Pri 
kombiniranem učinku CPF in vlaken se je aktivnost AChE v primerjavi s kontrolno 
skupino prav tako statistično značilno zmanjšala (Mann-Whitney test, p < 0.05), a le pri 
najvišji merjeni koncentraciji 3.0 mg/kg CPF in nizki koncentraciji vlaken (0.05 %) ter 
prav tako pri 3.0 mg/kg CPF in visoki koncentraciji vlaken (0.5 %). Pri koncentraciji 6 
mg/kg encimov nismo merili, ker je bila smrtnost organizmov prevelika (slika 10).  
 
 
 
Slika 10: Prikaz aktivnosti AChE v celih živalih (P. scaber) (n=število živali) v poskusu CPF brez vlaken, 
pri kontroli, kontroli z acetonom in koncentracijah CPF (mg/kg) (0.3, 0.6, 0.9, 1.2, 3.0), v poskusu 
kombiniranega učinka strupenosti CPF in nizke koncentracije vlaken (0.05 %) in v poskusu kombiniranega 
učinka strupenosti CPF  in visoke koncentracije vlaken (0.5 %). Zvezdica (*) prikazuje statistično značilno 
razliko v primerjavi s pripadajočo kontrolo (Mann-Whitney test, p < 0.05). 
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4.4 AKTIVNOST GLUTATION S-TRANSFERAZE 
 
Aktivnost GST se je v primerjavi s kontrolo statistično značilno zmanjšala (Mann-Whitney 
test, p < 0.05) v poskusu strupenosti CPF brez vlaken, in sicer pri najvišji koncentraciji 3.0 
mg/kg. Prav tako se je statistično značilno zmanjšanje aktivnosti GST pokazalo pri 
najnižjii koncentraciji CPF (0.9 mg/kg) v kombiniranem poskusu CPF in nizke 
koncentracije vlaken (0.05 %). Rahlo, a ne statistično značilno, povečanje aktivnosti GST 
v primerjavi s kontrolo lahko zaznamo pri koncentraciji 1.2 mg/kg CPF tako v poskusu 
brez vlaken, kot tudi v kombiniranem poskusu z vlakni (slika 11). 
 
 
 
Slika 11: Prikaz aktivnosti GST v celih živalih (P. scaber) (n=število živali) v poskusu CPF brez vlaken, pri 
kontroli, kontroli z acetonom in koncentracijah CPF (mg/kg) (0.3, 0.6, 0.9, 1.2, 3.0), v poskusu 
kombiniranega učinka strupenosti CPF in nizke koncentracije vlaken (0.05 %) in v poskusu kombiniranega 
učinka strupenosti CPF in visoke koncentracije vlaken (0.5 %). Zvezdica (*) prikazuje statistično značilno 
razliko v primerjavi s pripadajočo kontrolo (Mann-Whitney test, p < 0.05). 
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4.5 ZADRŽEVANJE VLAKEN V ČREVESJU PO KONCU IZPOSTAVITVE 
 
Iz preštetih vlaken posameznih čreves rakov iz določene koncentracije CPF v kombinaciji 
z vlakni smo dobili podatek o tem koliko vlaken se v črevesju zadrži tudi po prenosu na 
čisto hrano za 2 dni. Število vlaken v črevesju je bilo sorazmerno s koncentracijo vlaken v 
zemlji; pri višji koncentraciji vlaken v zemlji (0.5 %) je bilo tudi število vlaken v črevesju 
večje in obratno. V primeru nizke koncentracije vlaken (0.05 %) se pri koncentraciji višji 
od 0.6 mg/kg CPF vlakna v črevesju niso več pojavila oz. so se popolnoma odstranila iz 
črevesja (slika 12). 
 
 
 
Slika 12: Prikaz števila vlaken v kontroli z vlakni, kontroli z acetonom in vlakni ter različnimi 
koncentracijami CPF (mg/kg) v kombiniranem poskusu strupenosti CPF in nizke koncentracije vlaken (0.05 
%) in v kombiniranem poskusu strupenosti CPF in nizke koncentracije vlaken (0.05 %) in v kombiniranem 
poskusu strupenosti CPF in visoke koncentracije vlaken (0.5 %). 
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5 RAZPRAVA 
 
V zadnjih letih je velika pozornost usmerjena v odlaganje in kopičenje mikroplastike v 
kopenskem okolju. Neraziskano ostaja, kako plastični delci v kombinaciji z drugimi 
onesnaževali, kot so npr. različna organska onesnaževala, ki se uporabljajo v kmetijstvu, 
delujejo na kopenske organizme (Ramos in sod., 2015). V magistrskem delu smo 
proučevali, kako na kopenske rake vpliva kombinacija organofosfata CPF in poliesterskih 
tekstilnih mikovlaken. V nadaljevanju najprej diskutiramo vpliv CPF brez vlaken in nato 
še vpliv kombinirane izpostavitve.   
 
Dokazali smo vpliv CPF v zemlji na preživetje in prehranjevanje rakov, na  nekatere 
metabolne spremembe (aktivnost GST) ter na aktivnost encima, ki je udeležen pri prenosu 
živčnega signala (AChE). Po 3-tedenski izpostavitvi pa nismo opazili vpliva na 
spremembo mase organizmov. Vpliv CPF na preživetje kopenskih rakov P. scaber je bil 
opazen pri koncentraciji 3.0 mg CPF/kg suhe zemlje, kjer je bila smrtnost 53.7 %, medtem 
ko je bila smrtnost organizmov pri najvišji testni koncentraciji (6.0 mg/kg) 100 %. Nair in 
sod. (2002) so opazili značilno povečano smrtnost pri P. scaber po dvotedenski 
izpostavitvi CPF v zemlji in hrani že pri nižjih koncentracijah 0.01 in 0.1 ppm= mg/kg, ki 
so bile enake v zemlji in na listih (limona). Razlog za zakasnjen pojav značilno povečane 
smrtnosti v našem poskus (1.2 in 3.0 mg CPF/kg suhe zemlje) v primerjavi z Nair in sod. 
(2002), bi lahko iskali v načinu izpostavitve CPF. Le-tega smo namreč v poskusu vmešali 
le v zemljo, ne pa tudi v hrano s katero so se živali prehranjevale.  
 
Količina zaužite hrane pri P. scaber po 3 tednih ni bila spremenjena ob izpostavitvi CPF, 
se pa kaže trend zmanjšanega prehranjevanja pri koncentracijah višjih od 0.6 mg CPF/kg 
suhe zemlje. Podobno so tudi Morgado in sod. (2016) raziskovali vpliv CPF v zemlji ter 
vlažnosti (WHC) na kopenske rake vrste Porcellionides pruinosus. Njihovi izsledki so 
pokazali, da pri testnih koncentracijah CPF v zemlji (1.0, 2.0 in 3.0 mg/kg suhe zemlje) in 
50 % WHC, kar je najbližje vlažnosti v našem poskusu, ni bilo opaznih sprememb v 
prehranjevanju. Nasprotno pa so Nair in sod. (2002) v poskusu izpostavili P. scaber hrani 
(listi limone), ki je, kot smo že omenili, vsebovala enake koncentracije CPF (0.01 in 0.1 
ppm= mg/kg) kot so bile zastopane v zemlji. V primerjavi s kontrolo so pokazali skoraj za 
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polovico zmanjšano prehranjevanje pri koncentraciji  0.1 mg CPF/kg suhe zemlje, 
nekoliko manjše pa tudi pri koncentraciji 0.01 mg CPF/kg suhe zemlje. V tej študiji so 
tekom 2- tedenske izpostavitve spremljali tudi spremembo mase živali. V primerjavi s 
kontrolo so zaznali nekolikšno zmanjšanje biomase pri izpostavljenih živalih, prav tako kot 
pri nas, pa te spremembe niso bile statistično značilne (p < 0.05), pri nobeni od 
koncentracij CPF. V našem poskusu prav tako nismo opazili velikih razlik v 
prehranjevanju, verjetno zato, ker so imeli testni organizmi poleg onesnažene zemlje na 
voljo čisto hrano. Namreč, znano je, da imajo kopenski raki razvito izogibalno vedenje 
pred onesnaženim substratom oziroma hrano (Odendaal and Reinecke, 1999; Zidar in sod., 
2005). Laboratorijski testi namreč poustvarjajo najslabšo možno situacijo, saj so živali 
nenehno izpostavljene kontaminirani hrani in nimajo možnosti izbire alternativne hrane ali 
zavetja. V naravnem okolju je lahko izpostavljenost manjša, saj kemikalije v habitatu niso 
enakomerno razporejene, biološka razpoložljivost pa je pogosto nižja zaradi procesov 
sorbcije (Drobne, 1997). Skladno z rezultati nespremenjenega prehranjevanja so tudi 
ugotovitve, da se telesna masa P. scaber po 3-tedenski izpostavitvi CPF ni spremenila, 
podobno kot v študiji Nair in sod (2002). Opazili smo celo rahlo a statistično neznačilno 
povečanje mase živali pri najvišji koncentraciji CPF v zemlji (3.0 mg/kg).  
 
Encimska aktivnost AChE v P. scaber je bila  značilno zmanjšana pri koncentracijah 1.2 in 
3.0 mg CPF/kg suhe zemlje, pri čemer je prisoten tudi trend zmanjševanja aktivnosti z 
naraščajočo koncentracijo CPF v zemlji. Predhodnih podatkov o vplivu CPF na aktivnost 
AChE pri rakih P. scaber nismo pridobili, so pa prejšnje študije pokazale, da CPF inhibira 
aktivnost tega encima pri drugih vrstah rakov, npr. postranicah Gammarus fossarum 
(Xuereb in sod., 2009) in dekapodnih rakih vrste Palaemonetes pugio (Key in so., 2013). 
Podobno pa so Stanek in sod. (2003) pri P. scaber pokazali, da AChE inhibira drug tip 
organofosfata diazinon, in sicer  že pri najnižjih koncentracijah (5 in 10 ug/g suhe hrane). 
Predstavljeni rezultati ponovno potrjujejo AChE kot izjemno občutljiv biomarker, ki je 
spremenjen že pri nizkih koncentracijah organofosfata.  
 
Aktivnost GST je bila značilno znižana le pri najvišji koncentraciji CPF v zemlji (3.0 
mg/kg), vendar pa slednji rezultat ni zanesljiv, predvsem zaradi premajhnega števila 
pomerjenih vzorcev. Izkazalo se je, da je merjeni biomarker GST v primerjavi z AChE 
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manj občutljiv za spremljanje vpliva CPF na P. scaber. Nasprotno so Tongbai in sod. 
(2012) pri steklenih kozicah Macrobrachium lanchesteri, ki so jih 24, 48, 72 in 96 ur gojili 
v vodi z dodanimi različnimi koncentracijami CPF (0.5, 1.5, 2.5 in 3.0 µg CPF/l), že pri 
najnižji koncentraciji 0,5 µg/l CPF opazili zmanjšano aktivnost GST. Do podobnih 
ugotovitov so prišli tudi Drobne in sod. (2008), ki so P. scaber 2 tedna hranili z 
imidaklopridom tretirano hrano. GST sodeluje pri odstranjevanju produktov, ki nastanejo v 
procesu konjugacije glutationov (GSH) s substrati (Drobne in sod., 2008), zato smo 
pričakovali povečano aktivnost GST v primeru visokih koncentracij CPF v zemlji, vendar 
pa le-tega nismo opazili. To bi lahko pomenilo, da GST ne igra pomembne vloge pri 
odstranjevanju oz detoksifikaciji CPF v P. scaber, vendar pa je potrebno izpostaviti, da je 
odziv GST odvisen od časa izpostavitve, vrste in koncentracije onesnaževala (Drobne in 
sod., 2008). 
 
V drugem delu študije smo proučevali, ali sočasna izpostavitev mikroplastiki in CPF 
spremeni vpliv slednjega na kopenske rake enakonožce. Testni koncentraciji (0.05 in 0.5 
%) smo izbrali na osnovi prejšnje študije (Selonen in sod., 2019), kjer so že pokazali, da ti 
dve koncentraciji po 3 tednih izpostavitve nimata značilnega vpliva na preživetje in 
hranjenje rakov. Slednje smo v tem delu dodatno potrdili. Prav tako izpostavitev sami 
mikroplastiki ni imela vpliva na aktivnost encimov AChE in GST.   
 
Po koncu izpostavitve smo preverili tudi količino vlaken v črevesju, in sicer po 2 dneh 
hranjenja na čisti hrani. Ugotovili smo, da je število preostalih vlaken zanemarljivo malo,  
saj je bilo le teh v primeru nizke koncentracije (0.05 %) največ 12 (v treh skupinah pa celo 
0), v primeru visoke (0.5 %) pa 7-25. V magistrski nalogi nismo proučevali, kakšno je 
število vlaken po 3 tednih izpostavitve brez nadaljnjega hranjenja na čisti hrani. Se pa 
lahko opremo na nedavno raziskavo avtorjev Selonen in sod. (2019), ki so uporabili 
identična vlakna. V tej študiji so poročali, da se je v črevesju kopenskih rakov po 
izpostavitvi  0.5 % vlaken zadržalo 226 vlaken (tu živali niso bile izpostavljene na čisti 
hrani). Ocenimo torej lahko, da se je v našem primeru po hranjenju na čisti hrani zadržalo 
le cca. 3-10 % vlaken (v primeru visoke konc vlaken). Večina plastičnih mikrovlaken se 
torej po izpostavitvi na čisti zemlji izloči iz prebavne cevi, tako da ne moremo govoriti o 
kakršnem koli zadrževanju v črevesju.  
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V primeru sočasne izpostavitve CPF in mikroplastike smo ugotovili, da se pri dveh 
najvišjih testiranih koncentracijah (3.0 in 6.0 mg/kg) zmanjša smrtnost organizmov v 
primerjavi s skupino, kjer vlaken ni bilo. Dve različni koncentraciji plastičnih mikrovlaken 
(0.05 in 0.5 % w/w) v kombinaciji z 3.0 mg CPF/kg zemlje prispevata k zmanjšanju 
smrtnosti za 20 % in 12 %, medtem ko v kombinaciji z 6.0 mg CPF/kg zemlje, zmanjšata 
isti koncentraciji plastičnih  mikrovlaken smrtnost za 8 % in 16 %. V skladu s tem smo 
opazili tudi, da je bila inhibicija AChE, ki je specifičen pokazatelj izpostavljenosti CPF, 
opažena pri višji koncentraciji (3.0 mg CPF/kg suhe zemlje) kot v primeru samega CPF 
(0.9 mg CPF/kg suhe zemlje). Medtem ko je AChE v P. scaber mejno značilno inhibirana 
pri 0.9 mg CPF/kg suhe zemlje in značilno inhibirana pri 1.2 mg CPF/kg suhe zemlje, pa v 
primeru kombiniranega vpliva CPF in plastičnih mikrovlaken (0.05 in 0.5 % w/w) pride do 
inhibicije šele pri koncentraciji 3.0 mg CPF/kg suhe zemlje. Na podlagi rezultatov lahko 
zaključimo, da je bila inhibicija AChE v primeru dodatka plastičnih mikrovlaken v zemljo 
manj izrazita in se je pojavila kasneje, pri višjih koncentracijah CPF.  
 
Predvidevamo, da je glavni razlog za zmanjšano smrtnost in inhibicijo AChE v zmanjšani 
biodostopnosti CPF za P. scaber. Kot smo že omenili (Duis in Coors, 2016) ima plastika 
veliko sposobnost adsorbcije organskih snovi, kar pomeni, da so tudi v našem primeru 
mikrovlakna vezala CPF, ki posledično ni bil dostopen organizmom oz. se je njegova 
efektivna koncentracija v zemlji zmanjšala. Obstaja seveda možnost, da bi se CPF v 
črevesju sprostil iz zaužitih mikrovlaken, vendar očitno ta koncentracija ni bila značilno 
višja, da bi se to izražalo v povečanem učinku na organizme. 
 
Glede na to, da sama vlakna in sam CPF nista imela značilnega vpliva na prehranjevanje in 
rast živali ter aktivnost encima GST, nismo pričakovali sprememb v primeru sočasne 
izpostavitve vlaknom. Slednje smo z našimi rezultati delno tudi potrdili, saj so bile 
spremembe mase živali neznačilne v vseh skupinah, GST aktivnost pa je bila inhibirana le 
pri eni koncentraciji (0.9 mg/kg) v primeru, ko so bila prisotna vlakna. V primeru 
prehranjevanja smo opazili zanimiv rezultat, in sicer pri najvišjih dveh koncentracjicah 
CPF (3.0 in 6.0 mg/kg) je bilo ob prisotnosti vlaken prehranjevanje večje kot brez njih. 
Učinek je bil tudi odvisen od koncentracije vlaken, in sicer višji pri višji koncentraciji 
vlaken. V tem trenutku ne znamo popolnoma razložiti, zakaj bi živali zaužile več hrane ob 
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sočasni izpostavitvi CPF in vlaken, kar sicer ni bilo opazno niti v primeru samih vlaken ali 
samega CPF. Razlaga bi se lahko navezovala na to, da kopenski raki ločijo med 
onesnaženim ali neonesnaženim substratom ali hrano, pri čemer izberejo manj onesnaženo 
ali pa se onesnaženem izognejo (Odendaal and Reinecke, 1999; Zidar in sod., 2005). V 
našem primeru so se torej ob visoki koncetraciji CPF v kombinaciji z vlakni, kar 
predstavlja dodatni onesnaževalec, umaknili na čiste liste in se na njih zadržali dlje časa, 
kar je posledično privedlo do povečanja prehranjevanja. Za potrditev te razlage so potrebne 
dodatne študije, ki bi pokazale ali je sleden pojav pogost, ali je šlo zgolj za slučaj.     
 
Do zanimivih ugotovitev so prišli tudi Rodrigues-Seijo in sod. (2018), ki so testirali 
kombiniran učinek različno velike mikroplastike (premer 0,25-1,0 mm ter 5mm) in CPF pri 
deževnikih Eisenia fetida. Aktivnost AChE je bila značilno inhibirana pri kombinaciji 
mikroplastike večje velikosti in CPF v zemlji. V tem pogledu je pomembno opozoriti na 
manjše delce (npr. mikroplastiko), še posebno nanodelce, saj imajo le-ti povečano razmerje 
površine in volumna, zaradi česar je sposobnost sorbcije  in desorpcije različnih kemikalij 
večja (Triebskorn in sod., 2018). V primerjavi z našimi testnimi koncentracijami CPF v 
zemlji, pa so bile v omenjeni raziskavi le-te precej višje (0.9-50 mg CPF/kg suhe zemlje), 
značilna inhibicija AChE pa se je pojavila že pri najnižji testni koncentraciji.  
 
Ugotovili smo torej, da ima CPF v zemlji sam po sebi velik vpliv na preživetje P. scaber in 
delovanje pomembnih encimov, kot recimo na AChE, in nekoliko manj GST, medtem ko 
ne vpliva na količino zaužite hrane in spremembo mase organizmov. Po drugi strani pa 
dodatek plastičnih mikrovlaken k CPF zmanjša smrtnost testnih organizmov, vpliva na 
povečano prehranjevanje, dodatno pa je viden tudi trend povečanja mase organizmov. 
Domnevamo, da mikrovlakna značilno zmanjšajo dostopnost CPF za P. scaber, kar je lepo 
razvidno iz zakasnjene inhibicije AChE, ki se pojavi šele pri višjih koncentracijah, za 
razliko od poskusa zgolj s CPF v zemlji. 
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6 SKLEPI 
 
Pri raziskavi 3- tedenske izpostavitve kopenskih rakov enakonožcev P. scaber insekticidu 
CPF in kombinaciji CPF ter dvem različnim koncentracijam tekstilnih mikrovlaken (0.05 
in 0.5 %) lahko strnemo naslednje zaključke: 
 
- Tekstilna mikrovlakna sama po sebi nimajo vpliva na smrtnost in prehranjevanje 
kopenskih rakov. 
 
- CPF vpliva na preživetje P. scaber, saj se ob dodatku plastičnih mikrovlaken tako v 
nizki (0.05 %), kot v visoki (0.5 %) koncentraciji smrtnost testnih organizmov 
zmanjša.  
 
- CPF  nima vpliva na prehranjevanje in spremembo mase organizmov. Pri 
kombinacij CPF in vlaken se pojavi povečanje prehranjevanja, ki je odvisno od 
koncentracije vlaken. Pri višjih koncentracijah CPF v kombinaciji z vlakni je 
opazen trend povišanja spremembe biomase, ki pa ni statistično značilen (p < 0.05). 
 
- CPF inhibira aktivnost pomembnega encima AChE in nima večjega vpliva na 
aktivnost GST. 
 
- Mikrovlakna značilno zmanjšajo dostopnost CPF za P. scaber, kar je razvidno iz 
zakasnjene inhibicije AChE pri kombinaciji CPF in mikrovlaken, ki se pojavi šele 
pri višjih koncentracijah CPF. 
 
- Plastična mikrovlakna se v črevesju ne zadržujejo, ker se po izpostavitvi na čisti 
zemlji večina izloči iz prebavne cevi.  
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7 POVZETEK 
 
Mikroplastika je onesnaževalec, ki okolju predstavlja vedno večjo grožnjo. Predvsem do 
delci premera manjšega od 1 mm, ki nastajajo z razgradnjo večjih plastičnih delcev. Eden 
izmed mnogih virov mikroplastike so tekstilna plastična mikrovlakna, ki se v tla sproščajo 
preko zraka in preko odpadnega blata iz čistilnih naprav. Poleg teh onesnažil so v tleh 
prisotna tudi druga onesnažila, kot so na primer fitofarmacevtska sredstva, ki so posledica 
intenzivnega kmetijstva. Mikroplastika  za organizme predstavlja problem, saj je sposobna 
vezave različnih onesnažil, ki se prenesejo v nadaljevanju prenesejo v organizme. Ravno 
zaradi te sposobnosti mikroplastike smo z našo raziskavo želeli ugotoviti učinek 
kombinacije mikroplastike in pesticidov na kopenske rake enakonožce Porcellio scaber, ki 
so pogost modelni organizem ekotoksikoloških študij in imajo pomembno vlogo pri 
razgraditvi rastlinskega materiala. Zanimalo nas je ali tekstilna mikrovlakna povečajo ali 
zmanjšajo učinek drugega onesnažila.   
 
V raziskavi smo kopenske rake enakonožce za obdobje 3 tednov izpostavili zemlji, ki smo 
jo ločeno tretirali samo z insekticidom klorpirifosom (CPF) ter kombinacijo CPF in nizke 
(0.05 %) ter visoke (0.5 %) koncentracije tekstilnih plastičnih mikrovlaken. Tekom 
poskusa smo spremljali smrtnost, prehranjevanje in rast  ter encimsko aktivnost rakov 
enakonožcev. Rezultati so pokazali, da CPF vpliva na preživetje in delovanje encimov, 
medtem ko na količino zaužite hrane in spremembo mase učinka ni bilo.  Ob dodatku 
plastičnih mikrovlaken v nizki (0.05 %) in visoki (0.5 %) koncentraciji se je smrtnost 
testnih organizmov zmanjšala, prav tako se je povečala tudi količina zaužite hrane. 
Statističnih sprememb pri masi živali ni bilo. Pri kombinaciji CPF in vlaken se je inhibicija 
encimske aktivnosti AChE pojavila šele pri višjih koncentracijah CPF in je bila manj 
izrazita.  To nakazuje na to, da vlakna zmanjšajo dostopnost CPF, kar pa bi bilo potrebno 
podpreti z dodatnimi raziskavami, npr meritvami koncentracije CPF v zemlji po 
odstranjeni mikroplastiki, kar pa predstavlja velik analitski problem.  
 
Zaključimo lahko, da ločena izpostavitev tekstilnim mikrovlaknom nima učinka na 
kopenske rake enakonožce, za razliko od ločene izpostavitve CPF, ki ima velik učinek na 
preživetje in delovanje in delovanje pomembnih encimov (AChE), medtem ko na 
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prehranjevanje in količino zaužite hrane nima vpliva. Sočasna izpostavitev CPF in 
tekstilnim vlaknom zmanjša smrtnost kopenskih rakov enakonožcev, vpliva na povečanje 
prehranjevanja in v manjši meri  
tudi mase živali. Na podlagi zakasnjene inhibicije AChE domnevamo, da tekstilna 
mikrovlakna zmanjšajo dostopnost CPF v zemlji.   
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